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RESUMO 
O sistema nervoso periférico (SNP), na sua grande maioria é formado 
pelas células da crista neural (CN). Na neurulação, as futuras células da 
CN (CCN), sofrem transição epitélio-mesenquimal, migrando por rotas 
específicas e diferenciando em neurônios periféricos simpáticos e 
sensoriais. A diferenciação das CCN é coordenada por fatores de 
transcrição que têm sua expressão fortemente influenciada pelos fatores 
solúveis do microambiente embrionário. Trabalhos anteriores do nosso 
grupo mostraram que a proteína Sti1 pode funcionar como um novo 
fator solúvel, estimulando um aumento de cinco vezes no número de 
neurônios e duas vezes no número de melanócitos derivados da CN, em 
detrimento das células gliais. Para compreender como Sti1 estaria 
influenciando na formação do SNP derivado das CCN, uma 
imunohistoquímica para HNK1 foi realizada em segmentos truncais 
submetidos a controle e tratamento com Sti1, revelando que o Sti1 
induziu a um aumento de CCN nos gânglios de raiz dorsal (GRD) em 
detrimento das CCN no tubo neural. Portanto, para compreender como 
Sti-1 estaria influenciando a cascata de fatores de transcrição que 
controlam a diferenciação das CCN, foi avaliada a influência de Sti1 
sobre a expressão dos fatores de transcrição Sox10, FoxD3 e Islet1 
através de hibridização in situ. Em 6 horas de tratamento com Sti1 foi 
observado uma redução na marcação de Sox10 nas CCN localizadas no 
dorso do tubo neural, adjacente à mesoderme não segmentada. Ainda em 
6 horas de tratamento com Sti1, a expressão de FoxD3 manteve-se nas 
células da CN migratórias e em 12 horas, as células da CN em toda a 
região adjacente aos últimos seis somitos formados do embrião 
perderam a expressão de FoxD3. Não foi observado influência de Sti1 
sobre a expressão de Islet1 em 12 e 24 horas de tratamento. Esses dados 
sugerem que Sti1 pode estar exercendo um papel de mediação na 
escolha do destino pelas CCN, pois altera a expressão de dois 
importantes fatores de transcrição, Sox10 e FoxD3, expressos por essas 
células no início do seu processo de diferenciação. Análises na 
expressão de outros fatores de transcrição envolvidos no mecanismo 
  
molecular de diferenciação das CCN, como Pax3, Pax7 e Sox9, serão 
realizadas futuramente para entender melhor o papel do Sti1 sobre os 
mecanismos moleculares associados à diferenciação das CCN. 
Palavras-chave: Crista neural; Diferenciação celular; Sox10; FoxD3; 
Islet1. 
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ABSTRACT 
The neural crest (NC) cells form the majority of the peripheral nervous 
system (PNS). During neurulation, these NC cells undergo epithelial-
mesenchymal transition, migrating through specific routes and 
differentiating into sympathetic and sensory neurons of the PNS. While 
undergoing migration, NC cells encounter a variety of soluble factors 
that will affect what direction they should take and which transcription 
factors they will express, leading to their final cellular phenotype. 
Previous work by our group has shown that Sti1 protein can function as 
a novel soluble factor, stimulating a five-fold increase in neurons and a 
two-fold increase in melanocytes derived from the NC. HNK1 
immunohistochemistry was performed in embryo truncal segments to 
access how Sti1 acts in the development of dorsal root ganglia (DRG) 
derived from NC cells. Truncal segments treated with Sti1 showed an 
increase in the DRG area in detriment of the neural tube area for HNK1. 
Next, we set to understand how Sti1 is controlling the transcription 
factors network of NC cells. Sox10, FoxD3 and Islet1 were transcription 
factors chosen as candidates and evaluated through in situ hybridization. 
Embryo truncal segments treated with Sti1 for 6 hours showed a 
reduction in Sox10 expression at the neural tube in the non-segmented 
mesoderm region. The same truncal segments treated for 6 hours with 
Sti1 showed no difference in FoxD3 expression, although when treated 
with Sti1 for 12 hours there was a loss of FoxD3 expression at the 
neural tube from the last six most posterior somites region. Truncal 
segments treated with Sti1 for 12 and 24 hours showed no difference in 
Islet1 expression compared to the control segments. These data suggest 
that Sti1 may be participating in destination choice of NC cells since it 
affects the expression of Sox10 and FoxD3, two important transcription 
factors expressed by NC cells at the beginning of their fate choice. In the 
future, to better understand the role of Sti1 in the molecular mechanisms 
of NC cells differentiation, Pax3, Pax7 and Sox9 will be accessed by in 
situ hybridization as well. 
  
Keywords: Neural crest; Cell differentiation; Sox10; FoxD3; Islet1. 
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1 Introdução 
1.1 Sistema Nervoso 
Para que um organismo funcione e se comporte como tal, as 
atividades de suas células precisam ser controladas e coordenadas, o que 
ocorre através de um Sistema Nervoso (SN). Pode se definir um SN 
como um conjunto de células especializadas para a condução de sinais 
elétricos umas entre as outras (HILL, 2012). 
De um modo geral, todos os animais possuem um SN com 
características similares, embora variados em complexidade de 
organização e saída para controle comportamental (HILL, 2012). O SN 
apresenta duas principais divisões: o Sistema Nervoso Central (SNC) e 
o Sistema Nervoso Periférico (SNP), sobre o qual nos ateremos mais. 
1.2 Sistema Nervoso Periférico 
A maioria dos neurônios e todas as células glias que formam o 
sistema nervoso periférico (SNP) são originadas das células da Crista 
Neural (CN) (LE DOUARIN N., 1999). 
O SNP é constituído basicamente por nervos cranianos, que 
provém do encéfalo (12 pares), nervos espinhais, associados à medula 
espinhal (31 pares) (KARDONG, 2010) e gânglios nervosos 
organizados em simpáticos, sensoriais e viscerais.  
Os Gânglios Simpáticos (GS) formam uma cadeia de gânglios 
bilateralmente simétricos, posicionados ventralmente, flanqueando a 
medula espinhal, também conhecido como gânglios da cadeia simpática 
ou gânglios paravertebrais. Eles recebem inervação do Sistema Nervoso 
Central (SNC), a partir de fibras pré-ganglionares. As fibras pós-
ganglionares seguem inervando os órgãos-alvo (LE DOUARIN, 1982).  
Já os Gânglios de Raiz Dorsais (GRD), estão localizados ao 
longo da medula espinhal, nas projeções dos nervos espinhais, 
posicionando-se lateralmente à medula espinhal. Distribuem-se em um 
par por vértebra, ao longo da medula espinhal, ligando-se a esta por 
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meio de duas “raízes”, uma localizada em posição ventral (formada por 
fibras motoras) e outra em posição dorsal (formada por fibras 
sensitivas). Os GRD contêm vários subtipos de neurônios sensoriais e 
células gliais e neles localizam-se os corpos celulares dos neurônios 
sensitivos que têm suas projeções lançadas por todo o corpo (KANNO, 
2011). Ver figura 1 e 2. 
Figura 1 - Localização dos gânglios sensoriais e simpáticos no tronco 
do(HILL, 2012)  embrião. 
 
Fonte: Adaptado de HESS et al., 2008. 
Nota: Esquema representando em vermelho os gânglios de raiz dorsais (GRD) e 
em azul os gânglios simpáticos (GS). Not = notocorda; TN = tubo neural. 
Figura 2 - Gânglios sensoriais e simpáticos no indivíduo adulto. 
 
Fonte: Adaptado de NETTER, 2000. 
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Nota: Disposição dos gânglios sensoriais (GRD) e simpáticos (GS) em uma 
secção vertebral de um indivíduo adulto.  
 
1.2 Crista Neural 
Em 1868, Wilhelm His, um embriologista suíço, identificou uma 
banda transitória de células entre o tubo neural e a ectoderma de 
embriões de aves, chamando-as de Zwischenstrang – o cordão 
intermediário. O termo “Crista Neural”, no entanto, só foi utilizado em 
1879 por Arthur Milnes Marshall (HALL, 2008). 
Derivada do ectoderma, a CN é uma estrutura embrionária 
formada por uma população de células multipotentes que dão origem a 
numerosos tipos celulares.  A CN é responsável pela morfologia, 
estrutura e função da mandíbula e face dos vertebrados gnatostomados, 
a aquisição de um estilo de vida predador, bem como uma nova 
organização dos órgãos sensoriais em vertebrados superiores (GANS; 
NORTHCUTT, 1983; MAYOR, ROBERTO; THEVENEAU, 2013). 
A CN surge durante a neurulação, quando a placa neural se dobra 
e as bordas da placa neural se fundem formando o tubo neural, que dará 
origem ao SNC (MOORE, KEITH L. E PERSAUD, 2008). As células 
da crista neural (CCN) são geradas na parte mais dorsal do tubo neural 
ao longo de todo eixo ântero-posterior. Após a sua especificação, as 
CCN sofrem transição epitélio-mesenquimal (TEM) e migram pelo 
embrião.  
Ao longo desse processo migratório, essas células são induzidas 
por fatores presentes no microambiente embrionário, até atingir a 
diferenciação final (BRONNER-FRASER, 1986; LE DOUARIN, 1982; 
SCHWARZ et al., 2009; SERBEDZIJA; FRASER; BRONNER-FRASER, 
1990). Ver figura 3. 
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Figura 3 - Processo de formação da crista neural. 
 
Fonte: Modificado de ROSS; ZARBALIS, 2014.  
Nota: (A) Durante o processo de neurulação, o ectoderma é dividido em 
ectoderma não-neural (em marrom) e placa neural (em alaranjado). Entre eles 
surge uma faixa de células denominada de borda da placa neural (em roxo). (B) 
As bordas da placa neural se elevam (e passam a ser chamadas de crista neural) 
ao mesmo tempo em que ocorre a invaginação da placa neural. (C) Após o 
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fechamento do tubo neural, as células da crista neural sofrem transição epitélio-
mesenquimal, se desprendem do dorso do tubo neural e migram até seu destino 
final.  
 
1.3 Indução da Crista Neural 
A indução da CN é iniciada com uma complexa conversa 
molecular entre os fatores de transcrição envolvidos na especificação 
inicial dessas células e sinalizadores produzidos entre o neuroepitélio, o 
ectoderma não-neural, notocorda e o mesoderma paraxial. Entre eles, 
estão as proteínas morfogenéticas do osso (Bmp’s), fatores de 
crescimento do fibroblasto (Fgf’s), ácido retinóico (AR), fator de 
crescimento tumoral (TGF-β) e Proteínas wingless-Int (Wnt’s) 
(BRONNER-FRASER, 1986; MEULEMANS; BRONNER-FRASER, 2004; 
MILET; MONSORO-BURQ, 2012; RICKMANN; FAWCETT; KEYNES, 
1985; SERBEDZIJA; FRASER; BRONNER-FRASER, 1990). Os Bmp’s 
contribuem para a especificação e diferenciação da crista neural, 
enquanto Wnt é conhecido por influenciar na especificação, 
delaminação e migração das células da crista neural (FRANK; SANES, 
1991; KLYMKOWSKY; ROSSI; ARTINGER, 2010). 
Durante a indução da CN, antagonistas de BMP (Chordin, 
Noggin e Dan), derivados do mesoderma, são importantes para gerar um 
nível intermediário de BMP essencial para a indução da CN na borda da 
placa neural (MARCHANT et al., 1998). Altos níveis de expressão de 
BMP’s no epitélio do embrião induzem a formação do epitélio não-
neural e a redução de Bmp induz a formação da placa neural. Os níveis 
intermediários de Bmp levam à indução da crista neural junto com a 
presença de Wnt e Fgf, ativando um grupo de fatores de transcrição 
conhecido como especificadores da borda da placa neural, entre eles 
Zic1/3/5, Pax3/7 e Dlx5 (SAUKA-SPENGLER; BRONNER-FRASER, 
2008). Esses genes levam à expressão de fatores de transcrição 
conhecidos como “especificadores da crista neural”, compreendendo o 
AP-2, c-Myc, FoxD3, Id, Twist, Slug/Snail e Sox9/10, que definem o 
território e consequentemente o controle do desenvolvimento da crista 
neural (CHEUNG et al., 2005b; MCKEOWN; WALLACE; ANDERSON, 
34 
 
2013; MEULEMANS; BRONNER-FRASER, 2004; THEVENEAU; MAYOR, 
2012).  
Sabe-se que esses especificadores influenciam uns aos outros, 
diretamente ou por meio de fatores secundários, criando uma complexa 
rede regulatória necessária para manter a expressão coletiva desses 
genes e, portanto, o estado de pluripotencialidade nas CCN 
(MEULEMANS; BRONNER-FRASER, 2004). Ver figura 4. 
Figura 4 - Fatores responsáveis pela indução e especificação da 
crista neural. 
 
Fonte: Adaptado de ROSS; ZARBALIS, 2014. 
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Nota: Níveis intermediários de Bmp, juntamente com Wnt e Fgf, levam à 
expressão dos genes especificadores da borda da placa neural (Msx1/2, 
Zic1/3/5, Dlx5 e Pax3/7). Esses genesinduzem a especificação da crista neural 
que ocorre devido a expressão de AP-2, c-Myc, FoxD3, Id, Twist, Slug/Snail e 
Sox9/10. Após o fechamento do tubo neural, esses fatores são capazes de 
induzir a migração e os primeiros passos da diferenciação das células da crista 
neural.  
 
1.3.1 Potencialidade das células da crista neural 
Após delaminarem, as células da CN migram ao longo do 
embrião e diferenciam em vários tipos celulares (HALL, 2008; LE 
DOUARIN N., 1999). Existem dois grandes domínios de migração da 
CN: a crista neural cefálica (CNC) e o da crista neural truncal (CNT). 
Cada domínio terá suas particularidades em relação às rotas migratórias 
e os diferentes tipos celulares os quais serão capazes de originar 
(GILBERT, 2013).  
As células da CNC têm potencialidade para formar melanócitos, 
células gliais e neurônios (igualmente às células da CN do domínio 
truncal), além de osso, cartilagem e tecido conjuntivo da face. O 
domínio da CNC irá contribuir para a formação dos ossos da cabeça 
(exceto o osso occipital e partes do parietal), de alguns gânglios 
cervicais (como o trigêmeo), cartilagem e tendões da face e do pescoço, 
alguns músculos dos olhos e células musculares lisas dos grandes vasos 
da cabeça. Elas também formam a maioria do sistema nervoso 
periférico, células pigmentares e modulam o crescimento e padronização 
do cérebro (CREUZET, 2004, 2009; CREUZET; MARTINEZ; 
DOUARIN, 2006; GARCEZ; LE DOUARIN; CREUZET, 2014). Uma 
subpopulação da CNC, chamada de CN cardíaca migra para o coração e 
formam o septo cardíaco ventricular (KIRBY; GALE; STEWART, 
1983).  
Já o domínio da CNT vai contribuir para a formação dos 
melanócitos, gânglios de raiz dorsal e gânglios simpáticos do SNP e 
células endócrinas da glândula supra-renal (MAYOR, ROBERTO; 
THEVENEAU, 2013).  Ver figura 5.  
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Figura 5 - Fenótipos celulares originados nos dois grandes domínios da 
crista neural truncal. 
 
Fonte: Adaptado de LE DOUARIN et al., 2004. 
Nota: Figura esquematizando os derivados celulares da crista neural ao longo do 
eixo axial do tubo neural. À esquerda, uma representação dos derivados da 
CNC, responsáveis pela formação de parte dos neurônios periféricos, células 
gliais, melanócitos e mesectoderma (células musculares lisas, adipócitos e quase 
todo o tecido conjuntivo e esquelético da cabeça e pescoço). À direita, uma 
representação dos derivados da CNT, responsáveis pela formação de 
melanócitos, células adrenomedulares e todos os neurônios e células 
gliaispertencentes aos gânglios periféricos. 
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Durante sua migração, as células da CNT seguem por três vias 
principais: a via ventral, onde as CCN migram adjacentes ao tubo 
neural, formando os gânglios simpáticos; A via dorso-ventro-lateral, 
onde as células migram pela metade anterior de cada somito, parando 
entre o dermomiótomo e o esclerótomo, formando ali o GRD; E a via 
dorso-lateral, na qual as CCN migram lateralmente, sempre adjacentes à 
ectoderma e darão origem aos melanócitos – células pigmentares da 
pele; (BRONNER-FRASER, 1986; RICKMANN; FAWCETT; KEYNES, 
1985; TEILLET; KALCHEIM; LE DOUARIN, 1987). 
Existe uma organização temporal de migração dos derivados da 
CN, onde as rotas são percorridas pelas células em tempos distintos, 
sendo a rota dorso-ventral a primeira a ser percorrida por progenitores 
de neurônios simpáticos, seguida pela rota dorso-ventro-lateral 
percorrida por progenitores de neurônios sensoriais e por último as 
células da CN que migram pela rota dorso-lateral, que são progenitores 
de melanócitos (KRISPIN et al., 2010). 
Figura 6 - Rotas de migração das CCN. 
 
Fonte:Adaptado de RUGGERI et al., 2013. 
Nota: Diagrama esquemático das rotas de migração das células da crista neural 
truncal. Na via dorso-ventral, as células migram ventralmente através do 
esclerótomo anterior, dando origem a gânglios simpáticos, entéricos e células 
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adrenomedulares. Na via dorso-ventro-lateral, as células migram na porção 
anterior de cada somito, entre o esclerótomo e o demomiótomo, dando origem 
aos gânglios de raizdorsal. Na via dorso-lateral, as células se movem pela 
periferia do embrião, ao longo de um percurso abaixo da ectoderma, tornando-
se melanócitos. 
 
1.3.2 Fatores que atuam na migração e diferenciação das CCN 
 A diferenciação celular pode ser definida como a restrição do 
potencial celular. Os fatores que controlam a diferenciação das CCN 
podem ser intracelulares ou extracelulares. Os intracelulares são os 
fatores de transcrição produzidos pelas células em diferenciação. Já os 
fatores extracelulares são os fatores solúveis (sinalizadores), presentes 
no microambiente onde a célula está inserida, sendo secretados por 
tecidos adjacentes e pelas próprias células da CN (YAN, 2012). Além 
desses, as proteínas da matriz extracelular também são capazes de 
influencias da diferenciação das celulas da CN (BRONNER-FRASER, 
1984; COSTA-SILVA et al., 2009; QUAIL, 1982). 
Os fatores solúveis e as proteínas presentes na matriz extracelular 
formam o microambiente embrionário, definindo as rotas de migração 
das CCN, bem como induzem a expressão de fatores de transcrição 
responsáveis pela migração e diferenciação dessas células (CHEUNG et 
al., 2005; GILBERT, 2013; HALL, 2009). 
A sobrevivência e a multipotencialidade das células da CNT são 
mantidas por vários fatores de transcrição expressos durante a migração. 
A família SoxE (SRY-related, HMG box-containing) de fatores de 
transcrição, contém vários membros expressos pelas CCN, tais como 
Sox8, Sox9 e Sox10. Destes, o Sox10 (Sry-related HMG box 10) é um 
dos representantes mais importantes para essas células, devido a sua 
expressão contínua ao longo da migração, diferenciação e expressão 
gênica final de alguns dos derivados da CN (TRAINOR, 2014). 
Sox10 é capaz de promover a sobrevivência das CCN, sua 
multipotencialidade e suportar o desenvolvimento glial (KIM et al., 
2014; MCKEOWN et al., 2005). A sua expressão combinada com 
outros fatores de transcrição é importante para o início das vias de 
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diferenciação de melanócitos e neurônios, no entanto, essa comunicação 
molecular entre Sox10 e outros fatores de transcrição, ainda não foi 
totalmente descrita (TRAINOR, 2014). 
FoxD3 (Forkhead box D3) é outro importante fator de transcrição 
expresso pelas CCN. A expressão dele, no entanto, é regulada 
negativamente quando as células diferenciam na maioria dos derivados. 
Além disso, manter a expressão de FoxD3 durante a migração das CCN 
interfere na diferenciação e mantém as CCN num estado indiferenciado 
(DOTTORI et al., 2001). 
Nos GRDs a expressão de FoxD3 persiste, mas é reduzida 
quando as células que formarão os GRDs se diferenciam completamente 
(LISTER et al., 2006). Já em progenitores de melanócitos que migram 
pela rota dorso-lateral (melanócitos epaxiais), FoxD3 é regulado 
negativamente (NITZAN et al., 2013a). Porém, ADAMEYKO et al., 
2009 demonstraram que os progenitores de células de Schwann também 
constituem uma fonte de células pigmentares – os melanócitos hipaxiais. 
Esses melanócitos diferenciam em estádios tardios em relação aos 
melanócitos epaxiais e são originados de um subconjunto de células da 
CN que migram pela rota dorso-ventral, migrando posteriormente para 
domínios sub-ectodermais (ADAMEYKO et al., 2009, 2012; 
ADAMEYKO; LALLEMEND, 2010). Exceto por sua origem comum, a 
relação entre esses dois subconjuntos de melanócitos, tanto em níveis 
celulares como moleculares, não é totalmente conhecida.  
HROMAS et al., 1999 e KELSH et al., 2000 sugerem que FoxD3 
desempenha dois papéis importantes no desenvolvimento da CN. Em 
primeiro lugar, é envolvido na segregação das CCN do neuroepitélio, 
mesmo que apenas a sua expressão não seja suficiente para estimular a 
TEM. Em segundo lugar, mantém as células em um estado mais 
indiferenciado, permitindo assim que outros derivados da CN 
diferenciem durante as fases iniciais de migração (THOMAS; 
ERICKSON, 2009). 
 Sox10 e FoxD3 são extremamente importantes para a 
manutenção do estado indiferenciado e multipotente da CN, bem como 
seus níveis de expressão são capazes de controlar os passos iniciais da 
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diferenciação dos derivados da CN. Após a diferenciação inicial dos 
derivados da CN, em todos os níveis axiais, a fase inicial da 
neurogênese sensorial é dependente dos fatores de transcrição Ngn1 
(Neurogenic Basic-Helix-Loop-Helix 1) e Ngn2 (Neurogenic Basic-
Helix-Loop-Helix 2), que são correlacionados com as duas maiores 
ondas de neurogênese, sendo a expressão e a importância funcional 
desses fatores predominante para o desenvolviemnto do GRD 
(TRAINOR, 2014). A fase neurogênica do desenvolvimento sensorial é 
seguida pelo crescimento do axônio e a expressão de genes 
característicos da função neuronal. Coincidente com esses eventos, 
quase todos os neurônios sensoriais gerais coexpressam os fatores de 
transcrição Islet1 (ISL LIM Homeobox 1) e Brn3 (POU Class 4 
Homeobox 2) (SUN et al., 2008).  
Essa dinâmica de fatores de transcrição é controlada pelo 
microambiente e ainda pouco conhecida. Recentemente, nosso grupo 
tem se dedicado a encontrar novos fatores solúveis que teriam 
capacidade de controlar a expressão desses fatores de transcrição e, 
dessa forma controlar a diferenciação das CCN, como o Fator de 
Crescimento de Fibroblasto-2 (FGF2) e o Fator de Crescimento 
Epidermal (EGF) (GARCEZ et al., 2009) e recentemente o 
Sti1(OLIVEIRA, 2015). 
 
1.4  A Fosfoproteína Induzida por Estresse do Tipo 1 (Sti1) 
Inicialmente descrita como uma co-chaperonina, a proteína Sti1 
(Stress-Inducible-Protein1) foi citada primeiramente por NICOLET e 
CRAIG, 1989 como uma proteína mediadora da resposta ao choque 
térmico (Heat Shock Proteins– HSP), pertencente ao grupo das co-
chaperona Hsp 70/90. 
As chaperonas têm a função, de uma maneira geral, de se ligar e 
estabilizar polipeptídeos, facilitando seu enovelamento correto sem 
causar modificações na estrutura primária (HARTL, 2002). As Hsps são 
co-chaperonas que participam da montagem, dobramento, transporte e 
ativação de proteínas. Um dos primeiros papéis da Sti1 descrito é 
realização da transferência de substratos entre as Hsps 70 e 90, sendo 
uma ponte entre elas. (ODUNUGA, 2003; SONG; MASISON, 2005). 
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Uma função mais recente descrita para Sti1 está relacionada a 
forma secretada dessa proteína. Ela possui alta afinidade e alta 
especificidade de ligação à proteína príon celular (PrPc). Já foi 
demonstrado que a associação entre Sti1 e PrPc induz neuroproteção 
(CHIARINI, 2002; ZANATA, 2002) e neuritogênese (LOPES, 2005). 
Sti1 também interage com a forma anormal de PrP
c
, a PrP
SC
, agente 
causador das encefalopatias espongiformes transmissíveis em humanos 
e animais (MERLIN, 2005). 
Sti1 também pode atuar como um fator neurotrófico solúvel, 
fazendo parte da modulação dos fatores de transcrição expressos pelas 
CCN e consequentemente fazendo parte do controle de diferenciação 
dessas células. Dados do nosso grupo demonstraram que células da CN 
expressam Sti1 durante a fase inicial de migração, in vitro (SCHIMITH, 
2009). Além disso, tratamentos in vitro de células da CN com Sti1 
resultaram em um aumento de neurônios e melanócitos em detrimento 
de células glia (SCHIMITH, 2009). Esse conjunto de dados sugere que a 
sinalização Sti1 participa da diferenciação das CCN, in vitro. No 
entanto, não existem dados que demonstrem a influência da sinalização 
Sti1 no desenvolvimento das CCN, in vivo. 
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2  Justificativa 
Trabalhos anteriores do nosso grupo mostraram que a proteína 
Sti1 é expressa pelas CCN durante a migração in vitro (SCHIMITH, 
2009) e in vivo (dados não publicados), além de estar presente nos GS e 
GRD (HAJJ ET al., 2009). Nosso grupo também demonstrou que Sti1 
exerce forte influência, in vitro, sobre a diferenciação da CNT, 
direcionando-a para neurônios (aumento de 5 vezes) e melanócitos, 
(aumento de 2 vezes) (SCHIMITH, 2009).  Em contrapartida, foi 
observada uma redução na diferenciação para células glias (SCHIMITH, 
2009). Recentemente, o grupo demonstrou ainda que Sti1 é capaz de 
modular a expressão de Sox10 em uma população específica de CCN, in 
vitro (OLIVEIRA, 2015).   
Juntos, esses dados apontam que Sti1 possa estar exercendo uma 
possível influência no desenvolvimento de SNP. A partir desses dados 
surge então a questão: “Sti1 estaria participando, in vivo, do 
desenvolvimento dos gânglios periféricos, derivados da CN?”. a 
resposta para tal questão nos permitirá entender um pouco melhor como 
funciona o desenvolvimento do SNP e quais os mecanismos moleculares 
usados pelas CCN para forma-lo, permitindo uma maior compreensão 
dos possíveis fatores solúveis que podem controlar esses mecanismos 
moleculares. 
É importante ressaltar que muitas das doenças que acometem o 
sistema nervoso periférico são graves e as propostas terapêuticas 
existentes não garantem um bom prognóstico. Em boa parte, isso 
acontece devido à falta de informações sobre os mecanismos 
moleculares envolvidos no processo patológico. Por via de regra, nossa 
células adultas, em situações patológicas, frequentemente recuperam 
mecanismos moleculares utilizados durante o desenvolvimento 
embrionário. Novos dados sobre os mecanismos moleculares que 
participam do desenvolvimento do SNP poderiam, futuramente, 
impactar nas propostas terapêuticas utilizadas nas neurocristopatias de 
forma geral. 
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3  Objetivos 
3.1  Objetivo geral 
Avaliar a influência da Sti1 extracelular sobre o desenvolvimento 
dos gânglios de raiz dorsal e a expressão de fatores de transcrição 
envolvidos nesse processo. 
3.2 Objetivos específicos 
Padronizar a técnica de cultura dos segmentos truncais 
de embriões de codorna; 
Padronizar a técnica de Hibridização in situ (HIS); 
Analisar a influência da Sti1 extracelular sobre o 
desenvolvimento dos gânglios de raiz dorsal; 
Determinar o efeito de Sti1 sobre a expressão do fator 
de transcrição FoxD3 e Sox10, durante as fases iniciais de 
diferenciação da CNT; 
Verificar o efeito de Sti1 sobre a expressão de fatores 
de transcrição que controlam a diferenciação inicial dos 
neurônios sensoriais, como Islet1; 
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4   Materiais e Métodos 
4.1 Abordagem Experimental 
O primeiro passo para responder qual o efeito de Sti1 extracelular 
sobre o desenvolvimento inicial do sistema nervoso periférico, foi 
estabelecer um modelo o mais próximo possível de uma situação in 
vivo. Para isso, segmentos truncais de embriões de aves foram 
cirurgicamente isolados e cultivados em controle e tratamento com Sti1 
durante 6, 12 e 24 horas de cultivo – período de migração das CCN, 
com concentrações de 10 ng/ml de tratamento com Sti1. A concentração 
de Sti1 no tratamento foi inicialmente determinada para tratamento de 
células por (SCHIMITH, 2009) e posteriormente avaliada em segmentos 
truncais (dados não publicados). Esse tipo de cultura foi escolhido, pois 
ao contrário da cultura de células isoladas, cultivando o segmento 
truncal inteiro, as interações teciduais que ocorrem naturalmente em 
embriões durante o desenvolvimento embrionário são preservadas e, 
consequentemente, com o microambiente celular. 
Em seguida, esse modelo foi utilizado para estudar os efeitos do 
fator solúvel Sti1 sobre a expressão dos fatores de transcrição que 
controlam as vias de diferenciação das CCN relacionadas a 
diferenciação dos derivados neurais periféricos. O fatores de transcrição 
inicialmente analisados através de hibridização in situ foram Sox10 e 
FoxD3, pois são expressos nas fases iniciais de diferenciação das CCN. 
Para desvendar com mais clareza o efeito do Sti1 sobre a diferenciação 
dos neurônios que formarão os GRD, foi anaisado também Islet1, um 
fator de transcrição expresso enquanto progenitoes de neurônios 
sensoriais progridem no programa de diferenciação para o fenótipo de 
neurônio sensorial. Para a realização da hibridização in situ, foi iniciada 
uma série de processos para a produção da sonda de RNA a ser usada na 
hibridização in situ, começando pela transfecção do plasmídeo em 
bactérias quimiocompetentes, extração do DNA, linearização do DNA, 
síntese e purificação da sonda e por fim, as análises de hibridização in 
situ. 
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Essa abordagem nos permite, ao mesmo tempo, determinar se o 
efeito do Sti1 é específico para uma determinada população de CCN, ao 
longo do eixo antero-posterior, e o mecanismo molecular associado a 
essa diferenciação.  
 
4.2 Obtenção e incubação dos ovos de codornas 
Como modelo de desenvolvimento inicial das células da CN foi 
utilizado culturas ex vivo de segmentos truncais de embriões de codorna 
(Coturnix japonica) no estágio de 20-24 somitos, Os ovos fecundados 
foram obtidos da Granja Dumuty, localizada em Rio do Sul – SC. Eles 
foram incubados em posição fixa com a parte apical voltada para baixo 
por 48h a 38ºC e 65% de umidade relativa. Os procedimentos realizados 
foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais da 
Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA UFSC), no processo 
cadastrado sob o número: PP00787. Atualmente esses procedimentos 
encontram-se em processo de renovação (processo número 
6016021017). 
 
4.3 Cultivo do segmento truncal de embriões de codorna 
Para realizar o cultivo do segmento truncal de embriões de 
codorna, foram isolados segmentos truncais correspondentes aos últimos 
dez pares de somitos formados na região truncal dos embriões de 
codorna e parte da mesoderme não segmentada (ver figura 7).  
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Figura 7 - Esquema mostrando a região de tecido cultivada do 
segmento truncal de embriões de codorna. 
 
Fonte: Adaptado de LE DOUARIN et al., 2004.  
Nota: Representação esquemática de embrião de codorna com 22-24 somitos 
em 48h de desenvolvimento utilizado no cultivo do segmento truncal. Em 
destaque no quadrado vermelho temos a região truncal recortada e colocada em 
cultivo de 6, 12 e 24 horas em controle e tratamento com Sti1. 
Em seguida, foram fixados em papel filtro 0,22 μm (Millipore) e 
mantidos por 6 horas em placas de cultivo de 24 poços (Corning, NY, 
USA) com meio de cultura α-modificated minimum essential medium 
(α-MEM; Gibco-BRL, Grand Island, NY) + penicilina (200 U/ml; 
Gibco) e estreptomicina (10 μg/ml; Gibco) (meio básico), 2% de extrato 
de embrião de frango (EE) e 10% de soro fetal bovino (SBF; Vitrocell - 
000011).  Em controle e tratamento com Sti1 foi realizado durante 6, 12 
e 24 horas na concentração de 10 ng/ml. Os segmentos truncais foram 
mantidos a 37ºC, 5% de CO² e 95% de umidade relatva. O 
procedimento de dissecação e fixação do segmento truncais embrionário 
foi realizado com o auxílio de lupa (Olympus SZ61), pinças 
dissecadoras (Miliex – 17-305) e micro tesouras (Pascheff-Morla – 
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MC19) . Todo o procedimento foi realizado em meio estéril em câmara 
de fluxo laminar. Esse tipo de cultura permitiu com que todo o segmento 
truncal posterior, onde as células da CN estão migrando, fosse mantido 
vivo e em desenvolvimento. 
 
4.4 Passos para a produção da sonda de RNA marcada com 
digoxigenina 
A preparação da sonda de RNA marcada com digoxigenina tem 
quatro etapas importantes: 1) Escolha do vetor; 2) Amplificação do da 
sequencia de DNA que servirá como molde para a praparação da sonda 
e clonagem no vetor previamente selecionado; 3) Linearização do DNA 
recombinante; 4) Transcrição in vitro na presença de UTP-DIG (marca) 
(SILVA-VALENZUELA et al., 2006). 
 
4.4.1 Amplificação de palsmídeo em Escherichia coli 
As construções de DNA plasmidial utilizadas foram gentilmente 
doadas por Paul Scoting (University of Nottingham, UK) e Yi-Chuan 
Cheng (Lancaster University, UK) - Sox10; Chaya Kalcheim  
(University of Jerusalem, Israel) - FoxD3;  Sam Pfaff (UC San Diego 
Health Sciences - Califórnia) e Marianne Bronner (California Institute 
of Technology, Pasadena, CA ) - Islet1. Os plasmídeos foram eluídos a 
partir de um papel filtro no qual estavam desidratados em 30μl de água 
ultrapura em um microtubo e deixados em repouso por 
aproximadamente 1 hora.  
Todos os plasmídeos utilizados apresentavam gene de resistência 
à um antibiótico que nesse caso foi ampicilina (Sigma – No: 9518), duas 
regiões contendo promotores de RNA polimerase, flanqueando a 
sequência de interesse clonada, no caso Sox10, FoxD3 ou Islet1.  
As informações necessárias sobre cada sonda, como vetor, a 
enzima de restrição usada para a linearização, a RNA polimerase usada 
para a transcrição in vitro, marca e código de uso de cada uma estão 
descrito na tabela a seguir. 
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Tabela 1- Informações sobre os plasmídeos utilizados. 
Sonda Sox10 FoxD3 Islet1 
Vetor pBluescriptIIS/K pBSK pBS SKII 
Enzima de 
restrição (ER) 
HindIII NotI NotI 
RNApol T3 T3 T7 
Marca da ER Invitrogen Invitrogen Invitrogen 
Códigoda ER 15207-012 15441-025 15441-025 
 
As transfecções dos plasmídeos em bactérias E. coli foram 
realizadas através de choque térmico. A cada alíquota com 200 μl de 
bactérias a serem transformadas, 1 μl de DNA plasmidial na 
concentração de 0,5 a 1 mg/ml foram adicionados. As sequências de 
temperatura e tempo durante a transformação foram: trinta minutos no 
gelo, quarenta segundos a 42ºC e novamente ao gelo por dois minutos. 
Em seguida, foi adicionado 1 ml  de meio LB, composto por Bacto 
Tryptone 10 g/l (BD –Ref: 211705) + Bacto-Yeast-Extract 5 g/l (BD – 
Ref: 212750) + NaCl 10 g/l (Dinâmica – Ref: 1528-1) eluídos em água 
ultrapura  e incubado a 37Cº por 45 minutos. Em seguida, 80 ul da 
solução contendo as bactérias transformadas foi espalhada em placa de 
petri com meio de cultivo de bactérias sólido, ágar-LB Medium, 
composto por Bacto Tryptone 10 g/l (BD –Ref: 211705) + Bacto-Yeast-
Extract 5 g/l (BD – Ref: 212750) + NaCl 10 g/l (Dinâmica – Ref: 1528-
1) + Bacto Agar (BD – Ref: 214010 + Ampicilina 0,1 μg/μl. O uso da 
ampicilina permite a selecionar apenas as bactérias que continham o 
plasmídeo de interesse. As placas de petri semeadas com bactérias 
foram incubadas a 37ºC em Incubadora – Shaker (Marconi / MA-420). 
Após 8 horas, foram selecionadas cinco colônias de bactéria, coletadas e 
transferidas para tubos de 50 ml, contendo 5 ml de meio LB líquido com 
ampicilina a 0,1 μg/μl. Após 8 horas sob agitação a 300 rpm a 37 ºC 
foram selecionados os tubos com maior proliferação bacteriana. Em 
seguida, 50 μl desse meio com as bactérias foram inoculados em 100ml 
de meio LB Medium + Ampicilina 0,1 μg/μl. O objetivo dessa segunda 
cultura é obter uma grande quantidade de bactérias para posterior 
purificação do palsmídeo de interesse. Ao final de um período de cultivo 
de 12-16 horas, 800 μl do caldo bacteriano foi separado e misturado a 
200 μl de glicerol 100% (Merck - 200-289-5) em um criotubo (Corner) e 
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armazanado em freezer a -80 ºC. O restante do material foi centrifugado 
(Centrifuga Hettich zentrifugen – Universal 32 R)  e o plasmídeo 
extraído utilizando o Plasmid Midi Kit – Qiagen (cat. 12145), conforme 
recomendações do fabricante.  
 
4.4.2 Linearização e purificação do DNA 
A linearização do plasmídeo foi realizada utilizando a enzima de 
restrição adequada para cada plasmídeo, conforme previsto na tabela 1. 
O DNA plasmidial (circular) foi digerido durante toda a noite a 37ºC, 
seguido de um ciclo de 20 minutos a 65ºC e depois congelado (-20ºC). 
Após a linearização, o DNA linear foi purificado utilizando o Kit 
Wizard SV Gel and PCR Clean Up System – Promega (Ref: A9282). A 
qualidade da linearização foi testada por eletroforese em  gel de agarose 
1% (Invitrogen - UltraPure Agarose – Ref:16500-500) diluído em 
tampão TAE 1X, composto por TRIS 4,85 g/l (Plusone – código: 17-
1321-01) + 2,92 g de Tripsina com ácido etilenodiamino tetra-acético 
(EDTA) a 0,5 M (Sigma – Código: E5134) + Ácido acético 11,4 ml/l 
(Merck - 200-580-7). 
 
4.4.3 Síntese da Sonda  
Após a linearização do DNA plasmidial, a sonda de RNA, 
marcada com digoxigenina, foi obtida por transcrição in vitro utilizando 
a RNA polimerase (RNApol) adequada para cada caso (ver tabela 1) e 
os nucleotídeos ATP (Promega - P1138), CTP (Promega - P1148), GTP 
(Promega - P1158),  e UTP (Promega - P1168), além da UTP marcado 
com digoxigenina (Roche - 14652735), misturados com tampão 10X, 
água ultrapura e o inibidor de RNAse  (Invitrogen – código 10777019). 
Após, foram deixados em banho-maria a 37ºC por 4 horas e 65ºC por 20 
minutos para inativação das enzimas. A sonda de RNA marcada com 
digoxigenina foi purificada utilizando o Kit RNeasyMinElute Cleanup 
Kit – Qiagen (Cat: 74204), conforme recomendações do fabricante. 
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4.4.4 Hibridização in situ 
Para a realização da hibridização  in situ, os embriões foram 
fixados por 24 horas em formaldeído 4% a 4ºC (Vetec – código: 
V000112-1L) diluído em PBS - Solução Salina Tamponada de Fosfato, 
pH 7,4 (Merk – código 1049361000). Em seguida, foram desidratados 
em séries de metanol (Nuclear – código 311628) diluído em PBT (PBS 
1X + Tween 20 0,1%) a 50% e 100% e depois reidratados em uma série 
de metanol/PBT (0,1%) a 75%; 50%; 25% e PBT 0,1%. Foram 
permeabilizados com proteinase K (Roche - 03115852001) a uma 
concentração de 0,01 µg/ml para embriões de até 25ss e 0,02 µg/ml para 
embriões com mais de 25ss, diluída em PBT (0,1%) por 15 minutos no 
caso dos segmentos truncais ou embriões inteiros de até 25ss e 60 
minutos no embrião inteiro de 3 dias. Em seguida foram pós-fixados 
com formaldeído 4% + glutaraldeído 0,1% (Sigma – G5882-100ML)  
em PBT (0,1%) por 20 minutos. Os segmentos truncais foram pré-
hibridizados em tampão de hibridização (formamida 50% (Merck – 
1096841000); EDTA 5mM (Sigma – E-5134); RNA de levedura 50 
µg/ml (Roche – 10109509001); Tween20 0,4% (Sigma - 85113); 
CHAPS 0,5% (Sigma – C5849); heparina 100 µg/ml (Sigma – 9041-08-
1); tampão SSC 1,5X PH - 5,0 (Ácido cítrico – 63.04 g/l; NaCl – 175,4 
g/l; NaOH 1N – 15 ml/l) e PBT em uma concentração de 1:1 até 
tombarem ao fundo do tubo, seguido de outra incubação com tampão de 
hibridização puro até tombarem ao fundo novamente, seguida de uma 
incubação a 70ºC com o tampão de hibridização, por no mínimo duas 
horas. A hibridização foi feita durante toda a noite a 70ºC em tampão de 
hibridização acrescentando-se a sonda, previamente preparada e 
marcada com digoxigenina conforme descrito em Creuzet  et al. (2002). 
Ver tabela 2. 
Tabela 2 - Concentações utilizadas das sondas para a realização da 
hibridização in situ 
Sonda Sox10 FoxD3 Islet1 
Concentração 
utilizada  
0,3 µg/ml 0,5 µg/ml 3 µg/ml 
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No dia seguinte, utilizando o banho-maria, foram realizadas a 
73ºC: três lavagens de cinco minutos e quatro lavagens de trinta minutos 
em tampão de hibridização; uma lavagem de 20 minutos em tampão de 
hibridização + MABT (Água, NaCl 5M 3%, Ácido Maleico 2M 5% 
(Sigma – 203-74-5) e NaOH 10N a 2%) na concentração de 1:1; e uma 
lavagem de 30 minutos em tampão MABT sob agitação a temperatura 
ambiente. A seguir, mais duas lavagens com MABT a temperatura 
ambiente foram feitas.  
Para a aplicação do anticorpo secundário, foi feito um bloqueio 
com MABT, Blocking reagent 10% (Roche – 1094459(11)) e SBF 20% 
por 2h seguido da aplicação do anticorpo secundário (anti-digoxigenina 
conjugado a fosfatase alcalina – Roche - 11093274910). No dia 
seguinte, após a retirada do anticorpo secundário, novas lavagens foram 
realizadas em tampão MABT, seguidas de lavagens no tampão NTM 
(Tris 1M 10%, NaCl 5M 2%, MgCl2 2M 2,5%, Tween 20 0,005% e 
água ultrapura) e revelação com nitro-blue-tetrazólio (NBT) e 5-bromo-
4-cloro-3-indolil-fosfato (BCIP) diluídos em tampão NTM pH 9,5 (Tris 
100mM, NaCl 100mM, MgCl2 50mM, Tween 20 0,001%. Para registro 
das marcações, os segmentos truncais foram fotografados em 
microscópio esteroscópio (Olympus SZ61), utilizando o software Cell 
sens. 
 
4.4.5 Imunohistoquímica 
Os segmentos truncais fixados em formaldeído 4% foram 
permeabilizadas em séries de PBS com 0,5% de Triton X-100 (PBS-TT) 
nas concentrações de 25%, 50% e 2 vezes de 100%. Em seguida, foram 
reidratados com séries de PBS-TT nas concentrações de 75%, 50% e 
25%, seguidos por duas lavagens de 5 minutos com PBS-TT. Foram 
incubados por 1 hora com solução bloqueio de PBS-TT + 20% de SBF. 
A seguir, a solução bloqueio foi removida e foi adicionado o anticorpo 
primário para anti-HNK1 (Hibridoma de produção própria) e os 
segmentos truncais foram incubados overnight a uma temperatura de 4 
ºC. No dia posterior, foram lavados com PBS-TT duas vezes de dez 
minutos e 5 vezes de quinze minutos. A seguir, foram pré-incubados 
com PBS-TT + 20% SBF sob agitação a temperatura ambiente. Pra 
55 
 
marcar células que expressavam HNK1, foi usado como anticorpo 
secundário o Alexa Fluor® 488 IgG - Goat anti rat (GAR; 1:1000 
Invitrogen A11006), deixado em overnight. Após mais três lavagens de 
quinze minutos e 10 lavagens de quinze minutos com PBS-TT,  os 
segmentos truncais foram observados e fotografados em lupa (Olympus 
SZ61). 
4.4.6 Quantificação das expressões 
Para quantificar as alterações observadas nas expressões dos 
fatores de transcrição, nas marcações de HIS, foi utilizado incialmente o 
programa Image-J para o cáculo da área de marcação, através do dos 
comandos “Freehand selections > Analyze > Measure”. A partir dai, os 
dados foram passados para o programa GraphPad, Prism 5 e com o 
comando “Analyze” foi feita a análise das diferenças através do Teste T 
(não pareado) e os gráficos. 
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5 Resultados 
5.1 Padronização da técnica de Hibridização in situ 
Para a realização da técnica de hibridização in situ (HIS), foi 
necessário antes, a realização de procedimentos para produção da sonda 
de RNA a ser utilizada. Após a linearização do plasmídeo, com o 
objetivo de confirmar se esta teve êxito, realizou-se uma separação 
eletroforética em gel de agarose 1%. A técnica de eletrofose consiste na 
separação de fragmentos de DNA através do seu tamanho. A velocidade 
da migração é inversamente proporcional às dimensões da molécula, 
portanto, quanto menor o fragmento, mais rápido ele irá se deslocar no 
gel (em direção ao polo positivo - lado inferior). O DNA, que possui 
carga negativa em pH neutro ou alcalino, quando aplicado em um gel e 
submetido a um campo eletroquímico, migra em direção ao pólo 
positivo. As moléculas de DNA circular assumem uma forma super 
enovelada (supercoiled), tornando sua dimensão inferior ao da molécula 
de DNA linear e consequentemente, migrando com maior velocidade. 
Dessa forma, podemos observar a banda de DNA circular de todos os 
plasmídeos mais a frente em relação às bandas de DNA linearizado 
(Figura 8). 
Figura 8 - Gel de agarose com os plasmídeos circulares e lineares. 
  
Fonte: Produzido pela autora (2016). 
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Nota: Gel de agarose 1%, com bandas de plasmídeos circulares e lineares 
clonados com sequencias correspondentes a partes do RNAm para FoxD3, 
Sox10 e Islet1; Na imagem, é possível observar que no caso dos três 
plasmídeos, o DNA circular (banda mais abaixo) deslocou-se mais no gel do 
que o DNA linear, indicando que em todos os casos, a linearização do DNA 
circular obteve sucesso. 
A fim de analisar a eficiência e padrão de marcação de cada 
sonda de RNA sintetizada, antes da HIS nas amostras experimentais, 
foram realizadas HIS em embrião in  toto, com três dias de 
desenvolvimento e comparadas ao banco de dados do site 
<http://geisha.arizona.edu>. O Geisha é um banco de dados de 
hibridizações para genes expressos em embriões de ave, durante os 
primeiros seis dias de desenvolvimento. Esse banco de dados é público,  
financiado pelo National Institutes of Health, EUA.  
 Figura 9 - Padrão de expressão dos genes Sox10, FoxD3 e Islet1. 
 
58 
 
Fonte: Produzido pela autora (2016). 
Nota: Hibridização in situ em embriões in toto em estágio HH 16, com 
marcação positiva para Sox10, FoxD3 e Islet1. Podemos observar Sox10 
presente nas CCN migratórias que estão se afastando do tubo neural, nos 
gânglios de raiz dorsal (setas vermelhas), no nervo trigêmeo (TR), na vesícula 
ótica (OL) e na vesícula óptica (VO). Já em FoxD3, a marcação é fortemente 
observada nas CCN que ainda estão no tubo neural, formando uma linha fina ao 
longo do embrião e marcações mais fracas no nervo trigêmeo (TR) e na vesícula 
ótica (OL). Em Islet1, é possível ver a expressão do gene nos gânglios de raiz 
dorsal (setas vermelhas), arcos branquiais (AB), nervo trigêmeo (TR) e vesícula 
ótica (OL). C – coração ;  CA – cabeça. Nas setas vermelhas, temos apontados 
os gânglios de raiz dorsal. 
 
5.2 Padronização das análises de expressão de genes em 
segmentos truncais cultivados 
Para analisar o padrão de marcação dos fatores de transcrição 
estudados, foi necessário considerar algumas informações relacionadas à 
dinâmica espaço-temporal na qual as CCN migram do TN. As células da 
CNT são formadas por uma população mista de progenitores com 
potencialidade para diversos fenótipos celulares. Quanto a sua dinâmica 
de migração do TN, ainda existem discussões a respeito. Segundo 
KRISPIN et al., 2010, após o fechamento do TN, o progenitor da CN já 
sai com eu destino celular pré-determinado, onde as primeiras células a 
migrarem darão origem aos neurônios simpáticos e células glias, 
seguido por neurônios sensoriais e por último migram os progenitores 
de melanócitos.  Já LE DOUARIN; DUPIN, 1993 concordam com essa 
ordem de migração dos progenitores, mas acreditam que o progenitor 
que migra é multipotente, sendo o microambiente o fator que determina 
a escolha do fenótipo celular, controlando os fatores de transcrição 
expressos pelas células da CN.  
Nos últimos anos, a multipotência in vitro das CCN tem sido bem 
documentada. Calloni e colaboradores demonstraram que células da 
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CCN, quando individualizadas e cultivadas em meio propriado, são 
capazes de dar origem a diversos tipos celulares (CALLONI; LE 
DOUARIN; DUPIN, 2009). Mais recentemente Baggiolini et al., 2015 
demonstraram que in vivo as células da CNC também exibem essa 
mesma multipotencialidade. Sendo assim, ao analisarmos o efeito de 
Sti-1 sobre as CCN, foi realizada uma análise que leva em consideração 
cada domínio de migraçao das células da CNT e o tempo de cultivo. Nas 
análises que seguem, foi considerado que as células da CN localizadas 
na região dorsal do tubo neural são progenitores multipotentes, mas ao 
iniciarem sua migração, consideramos que o microambiente 
embrionário estaria restringindo sua potencialidade, uma vez que Sti1 é 
um fator solúvel presente no microambiente. 
No momento do cultivo de segmentos truncais, a parte retirada do 
embrião era correspondente ao nível axial dos últimos dez somitos 
formados (ver figura 10).  No instante em que o TN fecha e os somitos 
se formam, ocorre a migração das CCN, o que acontece da região 
anterior em direção a região posterior do embrião. Assim, a migração 
das CCN ao longo do TN de um só segmento truncal varia em diferentes 
temporalidades.  
Após o segmento truncal ser posto em cultivo, o desenvolvimento 
continua ocorrendo, porém, mais lentamente do que em condições 
naturais. O esquema a seguir mostrará visualmente essa variação, no 
qual temos destacado em vermelho o segmento truncal que será retirado 
do embrião e que será colocado em cultura por um determinado período 
de tempo (6, 12 ou 24h) e em verde os somitos formados já durante o 
período de incubação em cultura. Ver figura 10. 
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Figura 10 - Esquema mostrando a migração dos progenitores nos três 
tipos de cultura realizados. 
 
Fonte: Adaptado a patir de (KRISPIN et al., 2010; LE DOUARIN et al., 
2004). 
Nota: Em A temos destacado em vermelho a região do embrião que foi retirada 
e colocada em cultura nas condições de controle e tratamento com a proteína 
Sti1 durante 6, 12 e 24h. No momento em que o segmento truncal é recortado e 
posto em cultura, temos progenitores de neurônios simpáticos, glia e neurônios 
sensoriais migrando do TN. Em B, com seis horas de tratamentos, estão 
migrando do TN progenitores de neurônios sensoriais, células gliais e células 
que formarão os melanócitos. Já em C, com 12 horas de tratamentos temos 
células que formarão melanócitos migrando do TN e roof plate (células que 
fecharão o teto do TN). E em D, após 24 horas de ttratamentos, temos apenas 
roof plate fechando o teto do TN.  
Nos segmentos truncais cultivados, temos ainda destacado em 
verde os somitos formados em cultura. A migração das CCN nesses 
cultivos é muito semelhante ao observado in vivo, porém, ocorre numa 
velocidade menor do que ocorre in vivo. Entender essa dinâmica de 
migração será importante para a análise dos resultados. 
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5.3 Sti1 induz a uma maior quantidade de CCN nos GRD em 
detrimento das CCN na MSA  
Em segmentos truncais submetidos a tratamento com Sti1, 
durante um período de 24 horas, foi possível detectar uma forte redução 
das CCN localizadas entre o TN e os somitos (região conhecida como 
MSA - Migration Staging Area) nos segmentos truncais cultivados com 
Sti1, quando comparados ao controle (Figura 11, setas brancas). Além 
disso, o tratamento com Sti-1,aumentou a marcação para HNK1 nos 
GRD (Figura 11, setas amarelas). Também foi possível observar uma 
redução na marcação para HNK1 no tubo neural adjacente a mesoderma 
não segmentada, quando tratado com Sti1 (Figura 11, setas vermelhas). 
 Figura 11 - Efeito do Sti-1 sobre marcação com imuno para HNK1 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017). 
Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no momento da 
cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B e C, expressão de HNK1 
através de imunohistoquímica (marcação em verde) em segmentos truncais de 
embriões controle (B) e tratados com Sti1 (C), durante 24 horas, A linha branca 
marca a região correspondente ao último par de somitos formado. É possível ver 
que no segmento truncal controle, houve maior quantidade de células presentes 
entre o TN e os somitos (setas brancas) ao longo de todo o segmento, enquanto 
62 
 
que no segmento tratado com Sti1 houve uma redução de células no TN, porém 
a marcação nos GRD é mais intensa no segmento tratado com Sti1 do que no 
controle (setas amarelas). Também houve uma redução de células HNK1 
positivas ao nível axial da mesoderma não sementada nos segmentos tratados 
com Sti1 quando comparados ao controle (setas vermelhas). Todas as figuras 
estão em aumento de 4x.  
Esse resultado, aliado a dados anteriores do grupo, sugere que 
Sti-1 possa atuar sobre o desenvolvimento do GRD, possívelmente na 
escolha do destinos celulares relacionados ao SNP. Para estudar melhor 
esse comportamento, analisamos o efeito de Sti1 sobre os mecanismos 
moleculares associados à diferenciação das CCN que formarão os GRD, 
como Sox10, FoxD3 e Islet1. 
 
5.4 Sti1 reduz o domínio de expressão de Sox10 durante a 
determinação das CCN 
Sox10 faz parte do conjunto de genes especificadores da CN, 
sendo também responsável pela sobrevivência das CCN. Sua expressão 
é necessária no processo inicial de diferenciação de vários tipos 
celulares originados a partir da CN, incluindo neurônios e células gliais. 
Segmento truncais de embriões cultivados na presença de Sti1 
apresentaram uma redução de 50,08% no domínio de expressão de 
Sox10 na região dorsal do TN, posterior ao último par de somitos 
formado (adjacente a mesoderma não segmentada), região 
correspondente às células da CNT em estágio de especificação / início 
de migração. Ver figura 12. 
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Figura 12 - Efeito do Sti1 sobre a expressão de Sox10. 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017).  
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Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no 
momento da cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B e C, expressão de 
Sox10 em segmentos truncais de embriões cultivados em condição controle (B) 
e tratado com Sti1 (C). A linha preta marca a região correspondente ao último 
par de somito formado. É possível ver que na região mais posterior, o 
tratamento com Sti1 induziu uma redução no domínio de expressão de Sox10 
(setas vermelhas). Em D e E, imagens ampliadas da região delimitada nas 
figuras A e B. O N amostral foi igual a 5 segmentos truncais de culturas 
diferentes submetidos a HIS nas mesmas condições. Todas as figuras estão em 
aumento de 4x. Em F, o gráfico com quantificação da área de marcação após o 
último somito, utilizando o teste t que mostrou diferença significativa, sendo p = 
0,007. 
 
5.5 Sti1 aumenta a expressão de FoxD3 nas CCN  localizadas 
na MSA (migration staging área) em 6 horas de tratamento 
FoxD3, assim como Sox10, faz parte dos fatores de transcrição 
especificadores das CCN, sendo importante para o início do processo de 
migração das CCN. Sua expressão mantém as células em um estado 
indiferenciado.  Células que darão origem aos melanócitos, necessitam 
ter a expressão de FoxD3 reprimida para poder migrar pela rota dorso-
lateral, uma vez que FoxD3 bloqueia Mitf, um importante regulador da 
melanogênese (THOMAS; ERICKSON, 2009).  
Nos resultados obtidos, a expressão de FoxD3 nos embriões 
controle mostrou-se mais concentrada na região dorsal do TN (Fig. 
13B). Já os embriões cultivados com Sti1 mostraram uma redução na 
expressão de FoxD3 na região dorsal do TN e passaram a expressar 
FoxD3 nas CCN localizadas lateralmente ao tubo neural, em uma região 
chamada de MAS (migration staging área), região onde as células da 
CN percorrem antes de migrarem para as rotas dorso-ventral e dorso-
ventro-lateral ou para a rota dorso-lateral. Ver Figura 13C, setas 
vermelhas. 
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Figura 13 - Efeito do Sti-1 sobre a expressão de FoxD3 em segmentos 
truncais de embriões cultivados por 6 horas. 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017). 
Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no momento da 
cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B e C, expressão de FoxD3 em 
segmentos truncais de embriões cultivados em condição controle (B) e tratado 
com Sti1 (C) com as células FoxD3 positivas em violeta. A linha preta marca a 
região correspondente ao último par de somitos formado. É possível ver que na 
região mais anterior, referente às CCN no nível axial dos sete somitos 
anteriores, o tratamento com Sti1 induziu a uma expressão de FoxD3 em CCN 
mais afastadas do TN, possivelmente em processo de migração (setas 
vermelhas). O N amostral foi igual a 5 segmentos truncais de culturas diferentes 
submetidos a HIS nas mesmas condições. Todas as figuras estão em aumento de 
4x.  
Para compreender melhor a variação na expressão de FoxD3 
induzida por Sti1 em estágios mais posteriores do desenvolvimento 
embrionário, análises em segmentos truncais de embriões cultivados por 
12h em tratamento controle e Sti1 foram submetidos a HIS. Nos 
resultados analisados, podemos observar que Sti1 induziu uma redução 
na expressão de FoxD3 nas células da CN localizadas em todo o 
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embrião ao nível dos seis últimos somitos e na região da mesoderma não 
segmentada (Figura 14C). Com um N biológico igual a cinco, todos os 
segmentos truncais tratados com Sti1 tiveram esse padrão na expressão 
de FoxD3 no primeiro grupo de experimentos. No entanto, em razão de 
problemas metodológicos com o grupo controle, outra hibridização teve 
que ser realizada. Nesse segundo grupo de experimentos (N=5) a 
redução de FoxD3 vista nos tratamentos se repetiu em 40% dos 
segmentos truncais.  Além disso, 50% dos segmentos controle 
apresentaram a mesma redução. Assim, para uma maior confiabilidade 
no resultado, serão realizados novos cultivos de segmentos truncais 
controle e submetidos a tratamento com Sti1 por 12 horas, seguidos por 
hibridização in situ para FoxD3, a fim de verificar se o padrão de 
marcação nos segmentos tratados com Sti1 se repete, ou se esse 
comportamento está relacionado a alguma questão metodológica. Ver 
figura 14. 
Figura 14 - Efeito do Sti1 sobre a expressão de FoxD3 após 12 horas de 
cultivo. 
 
Fonte: Produzido pela autora. 
Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no 
momento da cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B e C, expressão de 
FoxD3 em segmentos truncais de embriões cultivados em condição controle (B) 
e tratado com Sti1 (C) com as células FoxD3 positivas em violeta. A linha preta 
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marca a região correspondente ao último par de somitos formado. É possível ver 
que nas CCN na região referente ao nível axial dos últimos cinco somitos 
posteriores e da mesoderma não segmentada, o tratamento com Sti1 induziu a 
uma redução do padrão de expressão de FoxD3 em todas as CCN dessa região 
(setas vermelhas). O N amostral foi igual a 4 segmentos truncais submetidos a 
tratamento controle e 10 segmentos truncais submetidos a tratamento com Sti1, 
todos de culturas diferentes e submetidos a HIS nas mesmas condições. Destes, 
dois controles e 6 tratamentos ficaram como o da imagem. Todas as figuras 
estão em aumento de 4x.  
 
5.6 Sti1 não altera a expressão de Islet1 nas CCN truncal 
Islet1 é expresso por derivados da CN que estão em processo de 
diferenciação para neurônio sensorial, ocorrendo coincidentemente com 
a fase onde ocorre crescimento do axônio e expressão de outros genes 
característicos da função neuronal, como Brn3.  
Nos resultados analisados, o tratamento com Sti1 não demonstrou 
nenhum efeito conclusivo, quando comparado ao controle, tanto em 
cultivos de 12 horas de tratamento com Sti1, quanto em cultivos com 24 
horas de tratamento com Sti1. Nos dois experimentos (12 e 24 horas), o 
padrão de expressão de Islet1 foi bastante variado tanto em segmentos 
truncais controle quanto em tratamento com Sti1, ocorrendo em ambas 
as condições, segmentos com marcações fortes ao longo de todo o 
tecido e segmentos com quase nenhuma marcação.  
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Figura 15 - Efeito do Sti1 sobre Islet1 em culturas com 12 horas de 
tratamento. 
 
Fonte: Produzido pela autora, 2017. 
Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no momento da 
cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B, expressão de Islet1 em 
segmentos truncais de embriões cultivados em condição controle e em C, 
segmentos truncais cultivados em tratamento com Sti1. Células Islet1 positivas 
em violeta. A linha preta marca a região correspondente ao último par de 
somitos formado. Não houve alteração aparente na expressão de Islet1 em 
segmentos truncais tratados com Sti1 por 12 horas. O N amostral foi igual a 10 
segmentos truncais de culturas diferentes submetidos à HIS nas mesmas 
condições. Todas as figuras estão em aumento de 4x.  
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Figura 16 - Efeito do Sti1 sobre Islet1 em culturas com 24 horas de 
tratamento. 
 
Fonte: Produzido pela autora. 
Nota: Em A, desenho do segmento truncal retirado do embrião no 
momento da cultura (destacado no quadrado vermelho). Em B, expressão de 
Islet1 em segmentos truncais de embriões cultivados em condição controle e em 
C, segmentos truncais cultivados em tratamento com Sti1. Células Islet1 
positivas em violeta. A linha preta marca a região correspondente ao último par 
de somitos formado. Não houve alteração aparente na expressão de Islet1 em 
segmentos truncais tratados com Sti1 por 24 horas. O N amostral foi igual a 10 
segmentos truncais de culturas diferentes submetidos à HIS nas mesmas 
condições.  Todas as figuras estão em aumento de 4x.  
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6  Discussão 
Trabalhos anteriores do nosso grupo apontam Sti1 como um fator 
solúvel envolvidos no controle da diferenciação das células da CNT 
(SCHIMITH, 2009). Durante o desenvolvimento embrionário, Sti1 é 
expresso na região dorsal do tubo neural, durante a migração das células 
da CNT e mais tarde nos GRD (HAJJ et al., 2009). Quando cultivadas, 
as células da CNT também expressam Sti1 (SCHIMITH, 2009). Nosso 
grupo ainda demonstrou que Sti1 exerce forte influência, in vitro, sobre 
a diferenciação da CNT, direcionando sua diferenciação para neurônios 
e melanócitos, aumentando a proporção de neurônios em cinco vezes e 
em duas vezes a de melanócitos. Em contrapartida, foi observada uma 
redução na diferenciação para células glias (SCHIMITH, 2009). Esse 
efeito do Sti1, no entanto, só ocorre quando o tratamento é realizado nas 
primeiras 24h de cultivo dessas células, sugerindo um efeito de Sti1 em 
progenitores mais indiferenciados. Recentemente, o grupo demonstrou 
ainda que Sti1 também é capaz de estimular um aumento na expressão 
de Sox10, em uma população específica das células da CNT, in vitro 
(OLIVEIRA, 2015). Esses dados permitem-nos levantar a questão: “Sti1 
poderia estar controlando a diferenciação das células da CNT, através da 
modulação dos fatores de transcrição que controlam sua 
diferenciação?”.  
Para responder essa pergunta, utilizamos um modelo de cultivo 
de segmento de toda a região truncal de embriões de codorna, a fim de 
manter as relações teciduais normais que ocorrem durante a migração 
das células da CNT. Outro ponto importante é o tamanho do segmento 
truncal utilizado nos experimentos. Ao selecionarmos um segmento 
truncal correspondente aos 10 últimos somitos, estamos trabalhando 
com diferentes estágios de migração e diferenciação das células da 
CNT, uma vez que quanto mais em direção a região anterior, mais 
adiantado está o desenvolvimento do embrião (KRISPIN et al., 2010).  
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Imunohistoquímicas para HNK1 em segmentos truncais com 24 
horas de cultivo submetidos a tratamento com Sti1, revelaram uma 
redução nas células da CN presentes na MSA ao nível do mesoderma 
segmentada, uma redução total de células HNK1 positivas no TN 
adjacente a mesoderma não segmentada e uma marcação mais intensa de 
HNK1 nos gânglios de raiz dorsal. 
 Se o aumento de células HNK1 positivas, observadas nos GRD, 
estivesse relacionado à diferenciação de neurônios sensoriais, haveria 
alguma alteração também em Islet1. Logo, isso pode estar relacionado a 
um efeito de Sti1 sobre o aumento do fenótipo glial, ex vivo.  Porém, é 
possível que não tenhamos visto essa alteração, pois Islet1 foi analisado 
em um momento em que os progenitores neuronais estão iniciando a 
expressão de fatores de transcrição relacionados ao fenótipo neuronal, o 
que depende da sinalização dos demais tecidos. A progressão do 
desenvolvimento embrionário nessas culturas é mais lenta e um pouco 
variável. Logo, pode ser que o tempo de desenvolvimento embrionário 
necessário para a expressão de Islet1 não foi o suficiente,  uma vez que a 
marcação vista nos segmentos tuncais não corresponde a marcação em 
um embrião vivo de mesma idade. 
Em 6 horas de tratamento, Sti1 induziu um ganho na expressão de 
FoxD3 nas CCN que estão migrando entre o TN e o somito, em uma 
região chamada de migration staging área (MSA). Esse efeito foi 
observado na região do TN adjacente aos sete somitos anteriores do 
segmento truncal, mais especificamente onde está ocorrendo migração 
de progenitores que formação melanócitos, nesse estágio in vivo. A parte 
mais posterior do segmento truncal, que nesse momento é caracterizada 
pela onda de migração de progenitores que formarão neurônios 
sensoriais (KRISPIN et al., 2010), não houve alteração na expressão de 
FoxD3. A expressão de FoxD3 caracteriza progenitores da CNT pré-
migratória, sendo expresso também por progenitores neurais no início 
do seu processo de diferenciação (DOTTORI et al., 2001; KOS et al., 
2001; KRISPIN et al., 2010). Porém, em estágios posteriores de 
diferenciação, FoxD3 é regulado negativamente em neurônios sensoriais 
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nos GRD e GS. Já em melanócitos epaxiais – derivados da CNT que 
migram pela rota dorso-lateral, a expressão de FoxD3 é regulada 
negativamente no momento em que os progenitores iniciam seu 
processo de migração do TN (KRISPIN et al., 2010; NITZAN et al., 
2013). De acordo com KRISPIN et al., 2010 e KOS et al., 2001, a 
indução de FoxD3 em melanoblastos resulta em uma falha de células da 
CN para entrar na via dorso-lateral. Além disso, segundo Thomas; 
Erickson, 2009, FoxD3 não reprime a expressão de Mitf por interação 
direta com o promotor de Mitf-M, mas sim reprimindo a expressão de 
Pax3, que por sua vez, junto com Sox10, promove a expressão de Mitf 
(NITZAN et al., 2013a; THOMAS; ERICKSON, 2009). Isso levanta a 
possibilidade de Sti1 estar impedindo a migração dos progenitores de 
melanócitos epaxiais pela rota dorso-lateral através da manutenção 
positiva da expressão de FoxD3 nas CCN migratórias. Estaria então, 
Sti1 induzindo à diferenciação de outros fenótipos celulares derivados 
da CNT? Schimith, 2009 também mostrou um aumento de duas vezes 
no número de melanócitos derivados da CNT in vitro. Esse aumento 
pode estar relacionado a uma indução de Sti1 na diferenciação de uma 
outra onda de progenitores de melanócitos denominados hipaxiais, que 
percorrem a rota dorso-ventral junto com progenitores gliais, os quais, 
segundo NITZAN et al., 2013, são FoxD3 positivos até estarem perto de 
sua diferenciação final.  Assim, existe a possibilidade de Sti1 estar 
induzindo as células da CNT a não migrarem pela rota dorso-lateral, 
indo em direção às outras rotas disponíveis, optando por um fenótipo 
celular que tenha progenitores FoxD3 positivos. Ver figura 17 e 18. 
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Figura 17 – Hipótese do efeito de Sti1 sobre a migração de melanócitos 
epaxiais e hipaxiais no embião. 
 
Fonte: Adaptado de ADAMEYKO et al., 2009. 
Nota: Em A temos no estágio HH22 o processo de migração de progenitores de 
melanócitos epaxiais (1- verde) com expressão negativa de FoxD3, inciando 
pela rota dorso-lateral, ao mesmo tempo que os progenitores de melanócitos 
hipaxiais (2a - vermelho) com expressão positiva de FoxD3, já iniciam sua 
migração pelas rotas ventrais; Em HH24, os progenitores de melanócitos 
hipaxiais migrando pela região ventral (2a) acompanhando o nervo representado 
em azul e no estágio HH27, os progenitores de melanócitos hipaxiais migrando 
pela região dorso-venro-lateral (Vermelho - 2b). Já na hipótese sobre o efeito de 
Sti-1 sobre a migração dos progenitores de melanócitos representado em B, 
temos no estágio HH22 primeiro o início do processo de migração dos 
progenitores de melanócitos hipaxiais (2a - vermelho) com expressão positiva 
de FoxD3, inciando pelas rotas ventrais. No estágio HH24, temos os 
progenitores de melanócitos hipaxiais (2b - vermelho) com expressão positiva 
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de FoxD3 iniciando sua migração pela rota dorso-ventro-lateral e os 
progenitores de melanócitos epaxiais (1- verde) iniciando seu processo de 
migração através da rota dorso-lateral; E por fim, em HH24, temos um quadro 
mais avançado do processo de migração de todos esses progenitores.  
Figura 18 - Esquema da hipótese do efeito se Sti1 sobre o mecanismo 
molecular de diferenciação das CCN. 
 
Fonte: Produzida pela autora (2017). 
Nota: Esquema da hipótese do Sti1 estar regulando a expressão de FoxD3 
diretamente, e por causa dessa regulação bloquear indiretamente a expressão de 
Pax3, levando a diferenciação das células da CN para melanócitos hipaxiais e 
células glia. 
Além disso, com 12 horas de tratamento, Sti1 reduziu a expressão 
de FoxD3 na metade posterior de todos os segmentos truncais tratados 
com Sti1, correspondente ao nível axial dos cinco últimos somitos 
formados, aproximadamente (Figura 13). Nesse estágio, essa região é 
caracterizada pela onda de migração de progenitores que formarão 
melanócitos epaxiais. No entanto, apesar desses dados terem sido 
gerados a partir de um N de 10 culturas independentes, hibridizadas para 
FoxD3 todas nas mesmas condições, experimentos realizados 
posteriormente abriram margem para dúvidas em relação a esses 
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resultados. Essa discrepância será melhor analisada posteriormente, mas 
provavelmente está relacionada a problemas metodológicos. 
Em células da CNT cultivadas in vitro, SCHIMITH, 2009 
demonstrou que Sti1 induz um aumento na ordem de 5x no número de 
neurônios. Considerando o efeito do Sti1, que causou um aumento no 
número de células HNK1 positivas nos GRD, testamos, em sistema de 
cultivo de segmento truncal, o efeito de Sti1 sobre a expressão de Islet1, 
um fator de transcrição chave na diferenciação de neurônios sensoriais.  
Não foi possível verificar qualquer alteração na expressão de Islet1 nos 
segmentos truncais tratados com Sti1 em relação ao controle. Esse 
resultado pode estar relacionado às diferenças metodológicas entre a 
cultura de células da CNT isoladas e o sistema de cultivo que 
utilizamos, pois na cultura de células da CNT isoladas perdemos boa 
parte do contexto de fatores sinalizantes presentes no microambiente, no 
qual as células estão inseridas. Já num sistema de cultivo de segmentos 
truncais, toda a arquitetura tecidual é mantida, os tecidos embrionários 
continuam produzindo fatores e moléculas de matriz extracelular. Sendo 
assim, o efeito observado em sistema de cultivo de células da CNT 
isoladas são efeitos diretos sobre Sti1 sobre as células, já os efeitos 
observados em sistema de cultivo de segmentos truncais, podem ser 
resultado de um possível efeito indireto de Sti1 sobre essas células da 
CNT. Além disso, é possível que 24 horas de cultivo do segmento não 
tenha sido o suficiente para o desenvolvimento ter acontecido até o 
estágio de expressão mais intensa de Islet1. Pode ser que fatores de 
transcrição upstream a Islet1 ainda estejam sendo expressos.  
Curiosamente, o tratamento com Sti1 induziu uma redução na 
expressão de Sox10 nas células da CNT, antes da sua delaminação, 
ainda na região dorsal do tubo neural, adjacente a mesoderma não 
segmentada. Nesse nível axial as células da CNT ainda não iniciaram 
seu processo de migração e encontram-se em um estado indiferenciado. 
Essa redução na expressão de Sox10 pode estar relacionada a um 
possível efeito de Sti1 sobre a especificação da CNT, agindo 
diretamente sobre um fator upstream a Sox10. Além disso, 
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imunohistoquímica em segmentos truncais tratados com Sti1 mostrou 
uma redução total nas células HNK1 positivas no dorso do TN adjacente 
a mesoderma não segmentada, coincidindo com a mesma região onde 
houve uma redução na expressão de Sox10.  Segundo BASCH; 
BRONNER-FRASER; GARCÍA-CASTRO, 2006, Pax7 é necessário 
para a formação da CN in vivo em embriões de ave, uma vez que o seu 
bloqueio inibe a expressão de marcadores da CN como Slug, Sox9, 
Sox10 e HNK1. Sox9, por sua vez, controla alguns genes iniciais da CN, 
incluindo Sox10 (YAN, 2005). Além disso, estudos prévios mostraram 
implicações da sinalização de Bmp e Wnt na indução da CN, onde seus 
inibidores (Noggin e Fz5, respectivamente) foram implantados na região 
de presuntiva expressão de Pax7, resultando em uma redução desse em 
relação ao controle, indicando que Wnt e Bmp podem ser necessários 
para a indução da CN durante a gastrulação (BASCH; BRONNER-
FRASER; GARCÍA-CASTRO, 2006).  
Sti1 pode estar exercendo influência em algum dos fatores de 
transcrição upstream a Sox10, de acordo com os resultados analisados, 
levantamos três hipóteses possíveis para esta atuação. A primeira 
hipótese seria uma possível atuação de Sti1 aumentando a expressão de 
Noggin, um antagonista de Bmp, que causará um bloqueio de BMP e 
consequentemente de Pax7 e Sox9, explicando a redução de expressão 
em Sox10 e perda de células HNK1 positivas (Figura 18). A segunda 
hipótese seria a atuação de Sti1 bloqueando Bmp, o que causaria um 
bloqueio na expressão de Pax7 e consequentemente Sox9, explicando 
novamente a redução na expressão de Sox10 e a perda de células HNK1 
positivas (Figura 19).  E a terceira, por sua vez, seria a atuação de Sti1 
bloqueando o fator de transcrição Pax7, fazendo com que as CCN 
percam a expressão de Sox10 e HNK1. Esse efeito pode estar ocorrendo 
diretamente ou pode estar ocorrendo sobre Sox9 que por sua vez, 
também causará uma redução na expressão de Sox10 (Figura 20) 
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Figura 19 - Hipótese 1 sobre atuação de Sti1 na redução de Sox10 e 
células HNK1 positivas 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017). 
Figura 20 - Hipótese 2 sobre atuação de Sti1 na redução de Sox10 e 
células HNK1 positivas. 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017). 
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Figura 21 - Hipótese 3 sobre atuação de Sti1 na redução de Sox10 e 
células HNK1 positivas. 
 
Fonte: Produzido pela autora (2017). 
Sti1 estaria, portanto, interferindo no processo de determinação 
das CCN. Análises mais detalhadas precisam ser realizadas, pois esta é 
uma informação nova, relacionada a um domínio da CN que ainda não 
tinha sido analisada nos trabalhos anteriores do grupo. 
Em relação à expressão de Sti1 nas células da CNT, em trabalho 
anteiror do grupo, OLIVEIRA, 2015 demonstrou que Sti1 é capaz de 
estimular o aumento na expressão de Sox10 em uma população 
específica de células da CNT, in vitro. Em sistema de cultivo de 
segmento truncal inteiro, não observamos alteração na expressão de 
Sox10 nas células da CNT migratórias. Essa aparente discrepância pode 
estar relacionado à diferença nos sistemas de cultivo, como já discutido, 
mas também pode ser devido à técnica de marcação e análise utilizada. 
A diferença na expressão de Sox10, observada por OLIVEIRA, 2015, só 
foi evidente ao analisar o nível de expressão de Sox10 em cada célula. 
Em análises gerais, essa autora também não encontrou diferença na 
expressão de Sox10. Em nosso trabalho as análises foram realizadas por 
HIS em embriões inteiros, essa técnica só permite evidenciar diferenças 
de expressão bem evidentes.   
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Este trabalho foi o primeiro a mostrar que o Sti1 diminui 
expressão de Sox10 nas CCN presentes no TN subjacente a mesoderma 
não segmentada e mantém a expressão de FoxD3 nas CCN migratórias 
in vivo. Isso sugere que o fator solúvel Sti1 poderia participar do 
controle molecular da diferenciação das CCN, uma vez que mantém a 
expressão de FoxD3 nas CCN migratórias, além de poder influenciar 
outros fenótipos originados das células da CN que expressam FoxD3 
durante a sua migração. Além disso, Sti1 pode estar modulando o 
processo de determinação das células da CN, pois indiretamente está 
reduzindo a expressão de Sox10 nas CCN que ainda não iniciaram o seu 
processo de migração. É importante ressaltar que camundongos 
mutantes, que não expressam Sti1, morrem durante o desenvolvimento 
embrionário, logo após o início da migração das células da CN 
(BERALDO et al., 2013). Análises mais detalhadas da expressão de 
Pax3, Pax7, Sox9, BMP e Noggin poderão auxiliar na melhor 
compreensão do desenvolvimento dos GRD, bem como dos outros 
fenótipos celulares originados pela CN, que necessitam de sinalização 
Sox10. Esses resultados abrem novas perspectivas para a Biologia do 
Desenvolvimento através de um melhor entendimento do mecanismo 
molecular utilizado pelas CCN durante sua diferenciação para a 
formação do sistema nervoso periférico. 
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7 Conclusão 
 Células HNK1-positivas migratórias entre o TN e o somito 
foram perdidas em tratamento de 24 horas com Sti1 ao nível da 
mesoderma segmentada e não-segmentada, além de surgir uma 
marcação mais intensa de células da CN nos GRD; 
 Com seis horas de tratamento, Sti-1 tem um efeito sobre a 
expressão de Sox10 nas CCN no dorso do TN, imediatamente 
posterior ao último somito formado;  
 Com seis horas de tratamento, Sti-1 tem um efeito sobre a 
expressão de FoxD3, que manteve-se nas células da CN 
migratórias presentes entre o TN e o somito adjacentes ao nível 
dos sete somitos anteriores do segmentos truncal; 
 Com 12 horas de tratamento com Sti1 a expressão de FoxD3 foi 
perdida nas células da CN presentes em toda a região adjacente 
ao nível dos seis somitos posteriores formados no segmento 
truncal; 
 O tratamento com Sti1 não causou alteração na expressão do 
fator de transcrição Islet1, nas células da CNT em culturas de 
segmento embrionários truncais, em 12h e 24h de tratamento. 
 Sti1 atua sobre a expressão de doi fatores de transcrição 
expressos pelas CCN que irão formar o SNP, sugerindo sua 
relação com o desenvolvimento do SNP. 
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8 Perspectivas 
Sti1 parece exercer um papel importante de mediação na escolha do 
destino pelas CCN, uma vez que altera a expressão de dois importantes 
fatores de transcrição expressos por essas células. Além disso, a atuação de 
Sti1 causando uma redução na expressão de Sox10 pode estar indicando 
uma atuação desse no processo de determinação das CCN, possivelmente a 
partir de fatores de transcrição upstream a Sox10. Outro ponto importante é 
a expressão de FoxD3 não ter sido perdida pelas CCN migratórias,  uma vez 
que FoxD3 é um importante modulador na escolha do destino do fenótipo 
celular, porém, outro método para visualização desse efeito, através de 
cortes histológicos, será desenvolvido futuramente para uma melhor 
visualização desse efeito. Já nos segmentos truncais com HIS para Islet1, 
não houve alteração da marcação possivelmente devido a um tempo de 
desenvolvimento insuficiente para essa análise. Hibridizações para genes 
upstream a Islet1, mas downstream a Sox10/FoxD3, como Neurogenina 1 e 
2 seriam uma boa alternativa para estudar melhor esse efeito. Desta forma, 
como continuação desse trabalho, pretende-se analisar a expressão de outros 
fatores de transcrição envolvido no mecanismo molecular de diferenciação 
das CCN, como Pax3, Pax7 e Sox9, com os tratamentos utilizados neste 
trabalho. Além disso, a análise das expressão de genes relacionados ao 
desenvolvimento das células da CN em embriões de camundondo mutantes 
para Sti1: Sti1 -/- e Sti1 -/+ seria uma importante realização para a análise 
desse padrão de comportamento do Sti1 em camundongos além de aves. 
Esses resultados nos ajudarão a entender melhor o papel do Sti1 nos 
mecanismos moleculares associados à diferenciação da crista neural.  
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